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　　　In　order　to　inVestigate　the　in七eraction　between　Rif七V亀U．ey　Fever　virus　apd　host　mouse　liver　cells
七he　auヒhor　bas　used　cell　fractionating　method　as　introducedりy　Hogeboom－Schneider．
　　　Since　the　results　of　cell　f　ractionation　vary　depending　on　experime雌凪procedures，　it　is．　importapt　to
examine　various　conditiolls　such　as　concentration　of．　sucrose，　addition　of　calcium　chloride，　period　for
homogenizihg，　waShing　of　fractiona七ants　etc．　In　the　present　study，　the　author　has　tried　to　ob七ain　an
ideal　fractionating　method　for　experimental　purposes　and　it．was　noted　that　manome七rical　studies　wi七h
Hogeboom－Schneider，s　method　showed　very　constant　results　wiもh　high　recovery　values．
　　　Using　succinate　for　substrate　nuclear，mitoehondrial　and　supematant　with　lnicrosome　fractions　showed
13to　18％，65　to　70％and　5．　to　11％of　the　entire　homogenate　，activity．　Reeovery　values　were　91　to　98％．
　　　．After　3　to　4　repeated　washings　of　nuclear　fraction　con鼻tant．　sucejnoxidase　activity　was　obsgrved．
With　mitchondrial　fraction　repeated　washings　caused　a　gradual　loss　of　succinoxidase　activity．
　　　In　electron　microscopic　examination　O．7　to　Og　micron　spherical　mitochondria　were　observed　Usi－ng　O．25
　　　　　しMsucrose　solution　as　fractionating　media　but　O．3　to　O．7×0．9　micron　rOd・shaped　mitochondria　were　mixed
with　spherical　particles　when　O88　M　suerose　solution　was　used．　As　compared　with　the　morphologieal　as－
pec七s　of　mitochondria　observed　in　the　liver　sections，　mitochondria　fraetionated　in　O．88　M　sucrose　media
were　considered　to　be　in　a　mo．re　physiological　condition．
　　　It　was　also　no七ed　that七he　addition　of　calcium　chloride　to七he　fractionating　media　appeared　to　make
tissue　homogenizing　and　fractionating　procedures　easier．
　既に著者の教室に．おいては，リフトバレー熱ウイルス（以
下RVFVと．略）の感染をうけたマウス肝について多数の形
態学的及び代謝．病理学的研．究が行なわれ，それらによれば，
完成された病変は広汎な肝細胞の擬固壊死であるが，その
潜伏期においては一定の細胞機能の昂進，リボ板酸の増加
及びこれを裏書するような形態学的変化が，ウイルスの増
殖と共軌して行なわれることがみとめられている。
　著者はRVFVがマウス肝細胞のどこで増殖し，また形
態学的及び生物学的変化が肝細胞のどこで最も著明に起る
か，さらにウイルス増殖と肝細胞の形態学的，機能的単位
といかに関係するかを追求し，マウス肝細胞のRVFV増
殖に対する反応の詳細を明かにしようとした。
　第1．篇においてはマウス膠細胞の分劃法とその方法論．的
吟昧について述べ，また：第2篇においては，試験管内及び
生体内における肝細胞劃分とRVFVの相互作用について
形態学的，機能的の両面から検索した成績について述べる。
，実験材料及び方法
　　1．実験材料：12～14gのスイス系雄マウスを屠殺前
12時開絶食せしめて肝細胞内糖原穎粒を減少させるとと
もに代謝の．状態を可及的安定ならしめ，屠殺後は迅速に冷
却しつつ肝を集めてプールとし，ホモジ：cネートの調製及
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び分劃に供しtCCl
　2。実感方法：分劃法は．H：ogeboom－Schneder法1）を
基準とし，さらに庶糖の濃度，　CaCIL・の添加の有無の各寸分
の性状に対する影響を検索した。種々なる分劃法によって
えられた各劃分の性状の検索には，形態学的にはK：opsch－
Re言ard固定後l　Heidenhainの鉄ヘマトキシリン電・了＝顕微
鏡による検索を行ない，生物学的には総：窒素量及びコハク
酸酸化酵素活性度温情SOAと略）の測定を行なった。こ
の中電子顕微鏡的検索には試料を2％オスミウ今酸（pH7．3）
で固定後，クローム斜影を施して使用し，またSOAの測
定には検圧法を使用し，基質としてM／50コハク酸ソーダ
を用いた他，チトクロームCの添加も実施した。
　Hogeboom－Schneider法の；概略について述べると，先ず
0．OO18　M　Ca　Clsを添加したO．25　M庶糖液（1液）で肝の
10％ホモジェネートを調製し，　その一定量をO．OOO18　M
Ca　CIL）を加えた0．34　M庶糖液（II液）の一定量に重層した
後，．600×g，10分聞遠沈する。沈済は0．00018MCaC12
を加えた0．25M庶糖液（III液）に浮遊せしめて均質化し，
一定量のII液に重層して再度600×gで遠沈して沈済を緩
劃分とする．。他方第1回目の分劃上清は核劃分の溶液と合
して2400×g，20分間旧劇し，沈渣は糸粒体劃分，上清は
ミクロジームを含む上面品分とする。
　この際通常は核出分，糸粒体面分ともに同様な：方法で洗
驚を反覆する訳であるが，その回数に関しては後に述べる。
　なおホモジェネートの調製及び分劃操作中の温度は0～
4℃とした。
　家に庶糖液の濃度の影響の検索のためには0．88M庶糖
液を使用し，またホモジ／r一ネート調製の時間の影響を検索
するためには，．1分，2分及び．3分，場合によっては5分
の時点について検索した。　さらtrc　Ca　CIL・添加を行なわな
い場合の検索を行ない，Ca　Chを添加したものと比鮫検討
した。
実験成績
　1．正常マウス肝細胞劃分の：反覆洗面の諸劃分の性状に
及ぼす影響
　第1表に示したように，核劃分においては4回以上の反
覆洗瀞では，総窒素量及びSOAの著明な滅少がみとめら
れず，窒素量では15％，酵素活性度ではその10％程度は
核と同じ行動することがみとめられた。これに反して糸粒
休高分では洗瀞圓数の反覆とともに，窒素量，酵素活性度
ともに漸減するのがみとめられた。
　同様な実験を数回行なったが，いずれの揚合にも大体同
様な戒績をえたが，核劃分の洗瀞を反覆しても5～10％の
SOAは常に核劃分とともに行動し，糸粒体劃分ではこれ
が上巴回数の反覆とともに二上に減少するのがみとめられ
た。
　その他第1表では分劃によってえられた最初の榎，．糸粒
体，上清劃分の和は，原ホモジェネートに対し，総窒素量
では101％，SOAでは107．7％を示し，分団操作の第1段
階においてこれ等が失なわれていないことをたしかめるこ
とが出来た。
　弐に一応咳劃分としては2回二二したもの，．糸粒体劃分
としては最初の劃分に2回分の核劃分の洗1條液を加えて遠
沈した沈潴を使用し，それらにおける総窒素量，SOAを
測定比較したが，その成績は第2表に示すとおりである。
この方法は第1表に示した成績と照し合わせて，糸粒体劃
分を酵累活性度の点から最もよく収量しうるために好適で
あり，糸粒体士分の反覆洗瀞は避けるべきであることが分
る。そしてこの方法によれば，糸粒体十分は常にホモジz
ネートの65・一70％のSOAを示し，これはマウスの個体差
をヒえた恒常性をもつものと考えられる。しかも核過分に
おける酵素活性度も15～18％とかなりの一定i生を保つが，
後にも述べるようにこれを核そのものに分布するSOAと
するには疑義が多い。なお核，糸粒体及び上清劃分のホモ
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ジ．・．ネートに対する収量は酵素活性度を以てしても91～
98％の好収量を示し，分劃繰身巾に失なわれる酵素活性度
は10％以内であることが分かる。
　かくして動画の反覆を行なわないでえられた糸粒体劃分
は糸粒体染色像からはかなり均一性のものであるが，電子
顕微鏡的には場合によっては種々な程度に微細密粒のcon－
taminatiohをみとめた。このcontaminatibnはしかし，
SOAを以てする種々なる病的状態における糸粒体劃分の
比較検討のためには余り妨害とはならなかった程度のもの
である。
この糸粒体劃分の電子顕微鏡的検索では，糸粒体は強いし
かも均等のdensityを有し，直径O．7～0．9μの大体球状を
示し，桿状のものはみとめえなかった。濃厚な試料では，
この球状の糸粒体が連球状を示すものがみとめられた。ま
た板額分では上記の如く2回手心を行なったものでは，大
部分が重板で破壊されない細胞は2～3％程度であった。
なお場合によっては，多少の糸粒体のCQntaminati6nを
みとめる場合もあった：。
　2．0．88M庶糖液の各内分に及ぼす影響
　一般に糸粒体の分劃操作に0．88M庶穂液を使用すると，
糸粒体は桿状となり，しかもこれが肝における生理的状態
にある糸粒体であると考えるものがある。著者はO．88　M
庶糖液を使用した分劃法によってえられた特に糸粒体露分
についての形態学的及び生理学的検索を行なった。この場
合一の糸粒体内分のSOAは0．25　M庶穂液で分劃したものに
比して著明な差をみとめえなかったが，分劃操作はO．25M
庶糖液を使用した方がよい結果をうることが多かった。
　但しその電子顕微鏡像では，0．25M庶糖液による分劃で
えられた球形糸粒体の他に若干の0．3×0．7～0．9μの短桿状
でdensityの高い糸粒体をみとめることが出来た。しかし
劃分中の糸粒体全部が桿状を呈することはなく，常に球形
を示すものの方が多かった。
　3．分粒mediumに加えられたCa　C12の練緯及び各
劉分の性状に対する影響
　分劃mediumに微量のCaCIL）を加えることの分劃及び
各劃分のSOA分布に対する影響一について検索した。即ち
CaCIL・の微量を添加した0．25　M庶糖液で分知を行なった
場合は，CaCIL，の添加をしない富合に比べてホモジェネー
1・のSOAは高く，また城跡分で低く，糸粒体劃分で高く，
さらに上清拙戦で高いという成績がえられた。即ちCaCl．・
の微量を添加しない場合は細胞の破壊の能率も悪く，また
分劃も不十分であることが示された訳である。
　4．ホモジェネート調製の時間の分劃に及ぼす影響
　ホモジェネート調製の時問は長いほど細胞の破壊が十分
でありしかも緩，糸粒体の分劃もよくなるが，同時にそれ
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等の生物学的活性度に対して悪い影響を与える。
　丁丁の実験条件では3分問が最もよい成績を与えたので，
第1，2表の成績はすべてホモジr．ネート調製が3分聞のも
のである。1分問では明かに細胞の破壊が不十分であった。
総括及び考按
　最近15年聞における糸粒体の酵素学的構成に関する研
突の結果，細胞の複雑な構造の有機性は，その化学的な
mosaicの有機性の反映であると考えられるようになった。
即ち細胞の構造的単位はそれぞれ特徴ある化学的組成と機
能的patternを有するものと考えられ，殊に細胞におけ
る酸化呼吸の最も覧要な活性の多くのものは糸粒体に局在
していることがあき’らかにされつつある。
　先ずHogeboom，　Claude及びHotchkiss2）によってチ
トクV一ム及びコハク酸酸化酵素が糸粒体に局在している
ことがたしかめられて以来，多数の研究の結果，糸粒体に
ある酵素で吸着によるものではないことがみとめられてい
るものは，上記2酵素の他にオキザロ酷酸及びオクタノエ
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一1・酸化酵素，DPN一チトクロームC還元酵素，　P一アミ
ノ馬尿酸の合成に関する酵素系であって，分離した糸粒体
に局在していると考えられる他の多くの酵素に関しては未
だ確定的ではない。また糸粒体にある酵素系でもATP－ase．
の如く，庶糖液中では活性を示さないものもあり，糸粒体
にある酵i素が喧：ちに生体内において常に全部動員されてい
るとは限らない訳である。他方Green3）等は家兎腎のホモ
ジエネートから，TCA廻路の中国産物を無機のピロ燐酸
の蓄積とともに酸化する標本をえ，これは単なる酵素及び
補酵素の混合ではないとしてeyclophorase　sys七emとい
う名を与えた。
　Green等はこの標本がTCA出路の中間産物を完全に酸
化するような比で酵素を含むこと，個々の酵素活性度に必
要な量の補酵素群を含むこと，及び酸化によってえられる
エネルギーは燐酸結合に固定されること等から，これは酵
素及び補酵素のmaeromelecular　conjugateであるとし
ている。
　これとは別にSch皿eider：及びPotter4），　Kennedy及び
Lehninger5）・6）等は分離した糸粒体はTCA廻路の中開産
物の多くのもの及び脂肪酸の酸化を触媒し，酸化エネルギ
ーを燐酸結合に固定，即ちoxydative　phospho士ylationを
行なうことを証明した。
　いずれにしても原形質顯粒の中に有機的な酸化呼吸の活
性をみとめることは同様であり，糸粒体とcyclophorase
標品問に多数の相異があるにしても，糸粒体の細胞機能中
に占める位置は非常に重要であることが分る。
　肝細胞の各劃分殊に糸粒体の形態学的及び生物学的性質
については分劃法によっても差異はあるが，その大要にお
いては一致した見解がみとめられている。殊に以上述べた
ように糸粒体は細胞の酸化呼吸及びエネルギー・，転移の男心
であり，また幾多のTracer実験からmicrosomeが・蛋白
分成の中心であることもみとめられている．この内糸粒体
の形態についてはSchneider，　Harmann等によって詳細な
成績が報告されているが，一般に休止期にある細胞の糸粒
体は穎粒状ないし桿状であるとされ，殊にHarmann7）等
によって，、糸粒体の物理的状態，酸化呼吸能，形態の開に
密接な関係のあることが指摘されている。Harmannの報
告をも含めて一般に高張のmediumで分劃する時は糸粒
体は桿状となることが報告されており，他方等張で二叉す
る時は球状を示すものがえられ，この両者は試験管内のみ
ならず，生体内においても異なった機能状態を示すものと
考えられている。
　殊にHogeboomS）等は，桿状のものが休止状態にある細
胞の生理的状態をそのまま保持しているとしている。しか
しこれはその後の研究によってartefactであろうとされ
ている。
　また分劃法に関しては，各引分の生理的状態を十分保持
したまま分劃しようとする努力の蓄積の結果，’色々な分一
法と媒液が考案されているが，現在では塩類溶液が細胞学
粒の擬集を起し易く分劃を妨げるという理由から，主とし
て庶糖液が用いられており，さらにこれにCaCLあるいは
これとは反対に色々なキレート物質を併用する方洗が行な
われている。
　さて著者のえた実験戊績を検討して見ると，先ず分劃法
について結論的にいえば，庶糖液を使用する限り，0．25川
島糖液即ち等張庶糖液を使用することが最もよい結果を
与えるものと思われる。　この際Rogeboom等にならって
微量のCaCl：・を添加することが分泌を短時開でしかも容易
に行なう上に重要なことであるのは実験成績の示すとおり
である。O．25　M庶糖液で分劃を行なってえられた糸粒体は
全部が球状を：呈し，電子顕微鏡像では，0．7～0．9μ大で平
等で高いdensi七yを有し限界膜を示す。これに反して0．88
M庶糖液による分野でえられた糸粒体は，球i状糸粒体の他
に図に示しtcように高いdensityを有する桿状のものがみ
とめられにが，これ等のSOAに対して有する意義は明か
になしえなかった。どの形態が細胞の糸粒体の本来の形で
あり，またどのmediumが山肥によって細胞機能を正し
く分劃しうるのに都合がよいかの判断は，一応in　situに
おける形態との比較によって可能であると考えられる。教
室の橋本9）の実験成績では，マウス肝の超薄切片の電子顕
微鏡像では，糸粒体は概ね円形ないしは楕円形を呈し，桿
状のものは僅かに胆管周囲の肝細胞においてのみみとめら
れるにすぎなかった。即ち0．25M庶糖液による分劃が，
0．88　M庶糖液を使用した場合よりも，より糸粒体の正確な
性状を保存しうるものであり，仮ua　Schneider等が桿状な
いしは棒状糸粒体の性状が極めて生理的であるとしても，
これはむしろar七efactと考う可き’であろう。実際Har－
mann等によって糸粒体の細胞内における形態は細胞機能
の状態の如何によって可変であることがみとめられている
が，肝に関する限り，in　si七uで細胞内に見出される糸粒
体の形態は多くの場合において球状であることが確かめら
れた訳である。但し肝細胞の滲透圧は血漿のそれの約2倍
であるとされているので，0．25M庶糖液が肝細胞ないしは
肝細胞内における限界膜を有する穎粒に対して等張である
としてよいかどうかには疑義があるが，．実験成績の示すと
ころがらは025M庶糖液が0．88M庶糖液に比べて肝細胞
の分劃に対してより優れていると結論せざるをえない。こ
の糸粒体野分は洗幣回数の反覆とともに，窒素量及びSOA
の漸減を示し，洗瞥の反覆とともにcontaminationの除
去と同時に糸粒体の破壊ないしは変性の起ることが考えら
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れ，微量のCaClz・の添加が棲膜の破壊を防ぐのに有意義
であるにしても，糸粒体の破壊を防ぐためには必ずしも有
力ではないように思われた。糸粒体面分の総柄素量，SOA
のみから見れば，この劃分の個体差をこえた恒常性は洗際
の反覆を行なわずに十分Eつ必要に保持されると考えられ
る。勿論完全な糸粒体劃分の純度からいえば洗糠を行なわ
ないことは適当でなく，従って洗條の反覆は実験目的によ
って自から選ばれるべき’ものであろう。
　；爽に核九分の性状について検討すると，これは洗蘇回数
の反覆とともに窒素量及びSOAの漸滅をおこすが，3～4
回の洗面後はウ9．ぼ一定の値をとることがみとめられた。即
ち3～4回洗瀞以後における核劃分のSOAは糸粒体の
con七amlha毛ionによるものではないとする理由となると
思われる。Hogeboom等はrat肝の0．88　M庶糖液による
分劃において，糸粒体劃分からはホモジcr一ネートの65～82
％，棲劃分からは同様11～25％のSOAを回収し，原形質
内SOAさらにおそらくは細胞全体のSOAも糸粒体に局在
しているものと結論している。従って著者の成績の場合，
糸粒体のcontaminationを考慮に入れないとすれば，核
此分から回収されたSOAは破壊されない細胞a）7E在に起
因するものと考えざるをえない。著者の二心では破壊され
ないでホモジェネート中に混在する細胞は5％・以内であり，
これが果して棲晶相に分布するSOAの全体を表現するも
のかどうかは結論することが出来なかった。
　次にホモジ＝ネート調製の時聞の影響に関しては，Har－
mann等は5分以上の処理は酵素活性度の分劃に対して有
害であるとしているが，著者の成績もこれを麦持するもの
であり，3分の処理がもっともよい成績を与えた揚合が多．
かった。
　その他Ca添加の影響としては，一般にホモジェネート
のSOAに賦活的効果を及ぼしたが，その原因に関しては
検討しなかった。
　ただCaC12を添加した場合には，実験成績の示す如く，
SOAの分布から見た劃分の分離ははるかに収量よく行な
われると結論することが出来る。即ちGaC12添加を行なわ
ない場合には核面分からえられたSOAが非常に高く，ホ
モ．ジェネート調製の際にも十分考慮すべきものと思われる。
SOAの大部分が糸粒体に局在するとすればCaC12添加が
分詞操作に極めて有利な条件となることは明かである。
　さて細胞癌劃の研究は従来の試験管内的生化学と組織化
学的研究の橋渡しをするものであり，ウィルスと細胞の相
互作用を研究する上に欠く可からざる方法であると信ぜら
れる。現在なお，細胞内の種々な出島活性度の分布が追求
されている時期であり，さらに方法論的に微量化される必
要があるように思われる。
結 論
　マウス肝細胞とリフトバレー熱ウィルスの相互作用の詳
細を追求する目的を以て，細胞の分劃を行なったが，分劃
法の方法論的検討は最も電要な問題であり，著者は主とし
Hogeboom－Schneider法に従って分劃を行なったが，その
場合，庶糖液の濃度，CaC12添加の可否，　homogenizingの
時間，洗シ條回数等について検索した。
　1．マウス肝細胞の分野にはHogeboom－Sehneider法
は極めて優秀な：方法で，劃分におけるコハク酸酸化酵素の
分布については，核劃分からは13～18％，糸粒体二分から
は65～70％，さらにミクロソームを含む上清劃分からは，
5～11％が回収され，ホモジzネートに対する収量は91～
98％で極めてよい成績がえられた。
　2．核及び糸粒体南分の洗糠の反覆による変化は，前者
では3～4回洗澱後はコハク酸酸化酵素活性度がほぼ一定
になるに反して，後者ではそれが，洗瀞回数の反覆ととも
に漸滅することがみとめられた。即ち洗條の反覆は糸粒体
の破壊ないしは変性をもたらすものと考えられる。
　3．0．25M及びO．88　M庶糖液の劃分殊に糸粒体に対す
る影響を検索したが，電子顕微鏡的va　O．25M庶糖液を使用
した場合には0．7～0．9μの球状のものがえられたが，0．88M
庶糠液の場合はこれに0．3xO．7～0．9μの桿状のものの混在
がみとめられた。肝細胞の超薄切片による電子顕微鏡像と
比較して0．25M庶糖液によって分劃した方がより生理的
状態を正確に保持しうるものと考えられる。
　4．0．25M庶糖液にCaC12を添加することはホモジェネ
ートの調製及び分掌を容易ならしめる上に極めて有意義で
ある。
　5．ホモジェネート調製の時聞は3分が必要且つ十分で
あると考えられる。　　　　　　（昭和32。3．25受付〉
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第1図　O．25　M　sucroseで分劃した正常マウス肝糸粒体の電子顕微鏡像（クロム陰影）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4，300×3イ音
第2図　0．88Msucroseで分劃した正常マウス肝糸粒体の電顕像（クロム陰影）
　　　　　糸粒体の連珠配列及び短桿状のものをまじえる。
